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要
旨
 ミクソウイルスの構成単位の一つであるS抗原又はα抗原の精製は困難とされている。殊に,
 パラインフルエンザウイルスの場合には,インフルエンザウイルスと黒表り,一種のウイルスが
 一つのセ・タィブで,ウィルス粒子表面構造を規定するv抗原の混入なしに,s抗原を作成しな
 い限り,その特異抗体の作成も困難である。現在までにパラインフルエンザウイルスのS抗原又
 はα抗原についての記載はRo七七等のNewcaeUedi8easevirじB並びにSe葺dai
 ▽iru8についてだけであり,彼等のSendai▽ir1■3に関する報告は明確とは'言い難い。
 更に抗S抗体を用いたSendaiviru8増殖機構に関する報告も無いに等しい。この研究では
 Senαai▽iru8感染漿尿膜よりS抗原を精製し,それに対する免疫血清を作成し,螢光抗
 体法によりSendai▽iru8感染の機構を追跡し,感染細胞に沿ける8抗原合成部位について
 検討を加えた。
 実験材料と方法
3
 1)ウイルス:用いたSendai▽iru8は発育美1,1卵漿尿膜腔で継代したもので,3×10
96
 HAσ/πZ,10EエDロ。/π尾の力価を有するものである。
 2)感染漿尿膜:10日発育鶏卵漿國1莫腔lqoSEエD5。のSendavi「usを接種,ろ6
 C,48時間培養,漿尿膜を採取しリン綾緩衝食塩水(PBS)で洗滌して用いた。
 ろ)感染L細胞:L細胞にSe且aaiviru3を1臼OEエD5。/Cenのinput阻uln-
 plici七y'で感染せしめ,57C,48時間培養後,細胞をPBSセ洗滌し,1ルー瓶当り40
 麗のPBSに浮遊させた0
 4)ZoEoe■ec七roPhoresis:局方澱粉を洗滌華表,μ一口.〔〕5,pHa2のホウ酸緩
 衝液で置換し・40XZO×1.5`盟のセルを用い,定電流方式により電気泳動を行った。
実
 犠
(
 「
鞭 成 績
 1)感染L細胞からのS抗原の精製:最終的な目的としては多量の材料を得易い感染漿尿膜か
 ら高度にS抗原を精製することであったが,そ'の精製段階で各蛋白質を分劃する場合に宿主成分
 とウイルス成分を識別するのが困難であった。これを解決するために感染L細胞からS抗原を抽
 出し,それに対する免疫血清を作成して,これを用いて感染漿尿膜からのS抗原精製途上での宿
 主抗原除去を行うことを企てた。先ず感染L細胞を凍結融解後,ヒト0型血球でV抗原を除き,
 フ・・カーボンで宿主成分を出来るだけ除去し,次いで口.1NのHeユを加えてPH五8にした
 ii寺の沈澱を集め,中性にもどし,その遠心上清を粗s抗原とした。これに等量のFreund.の
 土nco皿p■e七eadjuvaB七を加え,家兎足蹠皮下に接種し,免疫血清を得た。この血清の
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 性状を・エーテル・エマゾール法で分解したSenαaiviru8を用いて・Ouch七erlony
 の寒天ゲル内沈降反応,免疫電気泳動法等により検討した結果,Senαai▽iru8の▽抗原
 の構成成分である赤血球凝集素,ノイラミニダーゼに対する抗体を含むと同時に確かにS抗原に
 対する抗体も含むことが知られ,更に,漿尿膜に対する抗体を含まないことが証明された。
 2)感染漿尿膜からのS抗原の精製:感染漿尿膜のホモジネートからL細胞の場合と同じ方法
 によって粗S抗原を得た。これには測定可能な赤血球凝集素もノイラミニダーゼ活性も含まれて
 いないけれども感染L細胞で述べた如ぐ免疫血清中にはV抗体を含むことに叢るので,更に精製
 する必要がある。そのためにZonoelectrOp110re8i臼を行ったところ,紫外部の吸収で
 各分劃を追跡すると陽極側に三つのピークが得られた。その各々は前記L細胞の由来S抗原に対
 する家兎血清で補体結合反応を行った結果,それぞれがウィルス抗原を含むことが証明された。
 その中で最も陽極側のウイルス抗原は260πμ/280舵μの比率が高ぐ,S抗原と考えた。こ
 のS抗原に,FreunOのincompエe七eadjuvan七を混合し,モルモット背部皮下に接種
 することによって免疫血清を得た。この免疫.1血.清0赤.血球凝集阻止抗体価は52以下
 であった。また,L細胞に対する抗体は含まれてい左い。この抗体のことをS抗体と
 呼んだ。
 5)感染L細胞の螢光抗体染色:6×55甜撹のカバースリップ上に単層培養したL細胞にSen一
 こaiviru8を感染せしめ,上記s抗体を用いて間接法による螢光抗体を行った。一方直接法
 又は補体法でv抗体による螢光抗体染色も併行して行い,抗原の消長を観察した。v抗体による
 染色では・従来の通り感染4時間頃にわずかに染色され始め,6時間ではσolgi野と考えられ
 る部分に限局性の抗原蓄積が認められ,12時間後抗原は顎粒状に細胞質周辺部に散り,周辺鄙で
 ウイルスが成熟するという一般的な観察に一致していたが,S抗体による染色の結果,すでに感
 染後2時間で細胞質に禰慢性の抗原出現が認められ,時間と共に染色性が強まるが,6～8時間
 では,核膜周辺の細胞質がコ・ナ状に螢光を発し,12時間後には弱い瀟慢性の螢光が認められ
 ただけで,顯粒状の抗原は証明され得なかった。
総括
 感染L細胞から得た粗製のs抗原に対する家兎免疫血清は感染漿尿膜から得たs抗原と反応し,
 しかも漿尿膜成分を含まないので,大量のs抗原を得るために感染漿尿膜から精製する段階で,
 標識血清として用いる事が出来る。感染漿尿膜より得たS抗原をZoneelectrOPhore一
 瞬8で分割し,上記血清を併用することによりS抗原分割が確認され,これに対する
 モルモットでのs抗体を得た。このs抗体を用いた感染L細胞の染色性は極めて特異的で,感染
 後2時間にして細胞質にS抗原の産生を示し,6～8時間でその産生が最大であって,核膜周辺
 にその蓄積部位を認め,更{q2時間後の粒子形成期には,かえって抗原を証明しなくなる等の
 新知見を得た。
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{ 審査結果の要旨
る
 ミクソウイルスのゲノムはRNAで大体2xleの分子量といわれている。即ちヌクレオチ
 ドに1、.て6,eoO,アミノ酸にして2,00日,従って4～6種類の蛋白を合成すろ遺伝情報を有ナ
 るといってよい。N末端による分析では,インフルエンザBウイルス椙i成蛋白に5/種類力∫予想さ
 れている。
 著者はそ一の抗生物質の精製にむける欝f富ヵ:経験をウイルスの遺伝情報によって合成される蛋白
 の分析に活用し,現在SendaivirUsの構成蛋白約5種類を分割していろが本親告はそ'の内
 S抗原に関するものである。
 パラインフルエンザ1型に属すろSendai▽iru8を先ずL細胞に感染させ,S抗原を精
 製・ナる。即ち細胞の凍結融解ナO型赤血球によるV抗癌1の除去詣フロロカーボンによる宿雪ヨ成分
 の除去,pH5.8に施するピ錐嚢を経て得られたエ・一S抗原で動物を免疫し,強力な抗血清を得る。
 次に之に指示薬として使い,発育鶏卵漿尿膜の呂抗原を精製するわけである。即ちL細胞と発育
 鶏卵漿尿膜とは全くちがった宿主で:免疫学的に交叉する蔚それが左いからこの様宏実験を行いう
 る。こうして得た卵由来の鞘袋S抗原はなか電気泳剃1の場で5つのピークをもつがそ'の内もつと
 竜酸性荷竃がつ,亡く260潮μ/280短μの吸収比の人なるものをS抗原と考えてこの量産を分
 割しているq
 本論文の主要部ばこうして矛1跡llしたS抗原(卯由来)で抗体をつくりこれを用いてL細胞に感
 染したSendaivirusの増麓1を螢光抗体法で追求したところ
 {)核内ては元らない0
 2)細胞質内で一ナでに感染後2時間でビマン性の抗原の出現を認め12時間で消失すろ。即'ら
 4時間咳から出現ゴーろV抗原と較べ早期に出現し,しかも早期に消失する。
 3)感染後6～8時間では核膜周辺がコロナ状に螢光を発して染色されろ。
 とレヘラ1弄貝、が斥尋られた。
 .以上本論交はSenこaiviru8のS抗原の精製,更に螢う1亡抗体法によるS抗原合成の経過
 の追跡などパラインフルエンザで従来殆んど未開拓の領域を明らがにし.!た点,学位に値するもの
 と認める。
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